2.2.4 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilnf fizf kapalina. Na rozdil od
plynové chromatografie rozhoduji o separaci sloZek vzorku nejen
jejich interakce se staciondrnf f4zi, ale rovnéZ velmi vyrazn& pouZitd
mobiln{ fize. Jsou vyuZitelné vSechny moZné mechanismy separace -
adsorpce, rozdélovdni na z4kladé rizné rozpustnosti, iontovi
vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitnf
chromatografii. Podle uspofdd4nf stacion4rnf fize rozliSujeme kolono-
vou a tenkovrstvou &i papirovou kapalinovou chromatografii.

2.24.1 Vysoce Géinna kapalinova chromatografie

V klasické kapalinové chromatografii plnime sklenénou trubici délky
asi 0,5 m a priméru asi 2 cm dole zakon&enou fritou a kohoutem
zrnitym sorbentem, jakym je napfiklad oxid hlinit¢, na homnf vrstvu
ndplné divkujeme malé mnoistvi vzorku a pak pfidivime mobiln{
kapalnou f4zi. Pfi postupu kolonou se sloZky vzorku od sebe separuj
a v riznych &asech opoustéjl spodnf &4st kolony. Toto klasické
"kolonové provedeni se stalo zdkladem vysokotlaké neboli vysoce
u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography). K uCinné separaci je tfeba pouZit dostatetné
malych zrnféek sorbentu, kterd kladou prostupujici kapaliné znaény
odpor. Proto je nutné pracovat pfi vysokém tlaku.
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Obr.25 Schéma kapalinového chromatografu



Kapalinovy chromatograf mu2e obsahovat ve srovndni s plynovym
chromatografem zdsobniky vice kapalin a je moZné naprogramovat
gradientové zafizeni pro fizeni zmén ve slofeni vysledné mobilni
fize. Zustdva-li sloZeni mobilni fize stilé, hovoifme o izokratické
eluci. Kapalina se do kolony &erp4 pistovymi nebo membrinovymi
¢erpadly. Pistové Zerpadlo je na obrazku 26, Membradnové &erpadlo se
1i§f tim, Ze m4 prostor s pistem naplnény hydraulickou pracovn{
kapalinou. Ten je oddé&len odpracovniho prostoru pro mobilni fizi
membrinou. Obvykle pracuji dvé <Zerpadla tak, aby na sebe
navazovaly fize vytlaku a fize s4ni. Rizeni mikroprocesorem zaruduje
vyhlazenf tlakovych pulsi. Dévkovani injekénf stfikatkou pfes
pryZové septum proti vysokému tlaku je moZné z hlediska té€snosti do
tlakd 10 MPa. Vyhodnéjsi je ddvkovdni obtokovym dédvkovacim
kohoutem, jehoZ podstata byla zminéna u plynové chromatografie.
Kolony pouZivime pouze nédpliiové. Jsou z tlustého borosilikitového
skla pro niZ3f tlaky nebo z nerezové oceli pro vysoké taky kolem
50 MPa. Kolony pro analytické vyuZiti jsou pomé&mé kritké (5 aZ
30 cm). Néplné jsou popsiny v dal3ich kapitol4ch.
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Obr.26 Schéma pistového cerpadiia

2.2.4.2 Detektory v kapalinové chromatografii
O Fotometricky detektor

Nejéastéji pouZivané jsou fotometrické detektory. MEF
absorbanci mobilni fize vychazejici z kolory. Pro optimaln{
citlivost detektoru musi byt zajidt&na dostateéna absorpéni driha
pratoéné kyvety, jiZ proch4zi paprsek absorbovaného zifeni.
Jednodu3si detektory mé&fi pfi jedné vinové délce v ultrafialové
oblasti (napfiklad 254 nm - rtulovd vybojka), sloZitéjsi dovoluji
nastaveni vinové délky pomoci monochromdtoru.



Nejdokonalej$i jsou schopny pomoci diodového pole proméFit
absorp&n{ spektrum v uréené oblasti vinovych délek a uloZit ho
do paméti. Detektor muZe zachytit a2 1 pg sloZky. Citlivost je
pro ruzné latky rizni a pfi zvolené vinové délce zivisi na
velikosti molarniho absorpéniho koeficientu latky.
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Obr.27 Schéma fotometrického diode array detektoru (DAD)

O Refraktometricky detektor mé&fi rozdily mezi indexem lomu
eludtu a Cisté mobilni fize. Obsahuje-li eludt sloZku, objevi se
vychylka. Tento typ detektoru sice neni pfili§ citlivy, ale je
velmi univerzdlni. PH jeho pouZiti je tfeba pfisné udrZovat
konstantn{ teplotu.

O Fluorimetricky detektor je zaloZen na principu fluorescence,
jak je vysvétlen v ¢&4sti Optické metody. V podstaté jde
o schopnost liatek absorbovat ultrafialové zdfeni a pak vysilat
z4feni o vy3si vinové délce, které se méfi fotondsobi¢em kolmo
na smér vstupujiciho zdfeni. Detektor zachyti i 10" g l4tky. Je
vysoce selektivni. Vhodné lze kombinovat s fotometrickym
detektorem.

O FTIR detektor je univerzdlnim detektorem. Zpracoviv4 infra-
cervend spektra sloZek v mobilni fazi.

O Elektrochemické detektory jako vodivostni nebo voltame-
trické lze pouZit tam, kde jsou v roztocich obsaZeny ionty
respektive slozky oxidovatelné nebo redukovatelné na
polarizovatelné elektrodé.

O Hmotnostni spektrometr jako detektor je pouZitelny nejen
v plynové, ale i v kapalinové chromatografii.



2.2.4.3 Kapalinova chromatografie na poléarnich
adsorbentech

Jako poldrni adsorbenty v LSC se pouZivaji zrnité materidly na béazi
silikagelu, ktery jevi kyselé vlastnosti, a méné &asto na bdzi oxidu
blinitého, ktery m4 zidsadité vlastnosti a nékdy uplatiiuje nevhodné
katalytické u¢inky. Pro dobrou adsorpci je nutny velky povrch téchto
adsorbentd. Kulovité &4stice adsorbentu v sobé obsahuji péry. Castici
adsorbentu muiZe byt kuli¢ka zhotovend z tohoto materidlu, kterou
prostupuji  péry v celém objemu, nebo miZe jit o adsorbent
s povrchovou pérovitosti, ktery obsahuje kulovité inertni jidro, na
jehoZ povrchu jsou mikro¢aste¢ky adsorbentu.
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Obr.28 Cistice adsorbentii pro kolonovou chromatografii

Mobilni fize hraje v kapalinové chromatografii neméné vyznamnou
roli nez staciondrni fize. Neméla by mit pfili§ velkou viskozitu, aby
nekladla velky odpor proti pfevodu hmoty a protékala kolonou pfi
ur¢itém tlaku s dostateénou rychlosti. Neméla by chemicky narugovat
nebo vymyvat staciondrn{ fdzi.

Mobilni fize v LSC se charakterizuje svou eluéni silou. Cim ma
rozpoustédlo vé&tsi eludni silu, tim vice se adsorbuje na stacionarn{
fazi a tim rychleji eluuje slozky, nebof s nimi soutéZi o misto na
povrchu adsorbentu. Eluéni sila roste v pofadi n-pentan, toluen,
benzen, ethylbromid, n-propanol, ethylacetdt, isopropylalkohol,
dioxan, ethanol, aceton. Velikost adsorpce dané sloZky roste
s klesajici hodnotou elu¢ni sily rozpoustédla a rostouci polaritou
vlastnich funkénich skupin. Nejkrat3i retenéni ¢asy proto budou mit
nepoldrni alifatické uhlovodiky, po nich nésleduji aromatické



uhlovodiky, halogenslouéeniny, ethery, tercidrni  aminy,
nitroslougeniny, ketony, aldehydy, primarni aminy, alkoholy, fenoly
a nejdel3i retenéni &asy maji velmi poldrni karboxylové a sulfonové
kyseliny.

2.2.4.4 Kapalinova chromatografie LLC

V kapalinové chromatografii LLC, kde je staciondrni fdzi kapalina
zakotvenid na pevném nosi¢i, se vyuZivd pfi separaci rozdélovact
rovnovihy. Rozhodujici podminkou v LLC je vzdjemn4 nemisitelnost
mobilni a staciondrni fize. To v praxi obvykle nelze splnit a diky
&4stedné misitelnosti hrozi vymyvén{ staciondrni fize z kolony. Proto
se nyni nejCast&ji pouZivajl jako sorbenty kapaliny, které jsou
chemicky navdziny na nosi¢. Nosi¢em je bé&Zny silikagel nebo sklo.
Péry mohou prostupovat cely objem kulitky nosice nebo mohou byt
povrchové. Staciondrni faze se zakotvuje riznymi reakcemi, naptiklad
silanizaci silanolovych skupin trialkylchlorsilany, dialkyldichlorsilany
nebo alkyltrichlorsilany.

R R
-8 —OH +(Cl—S§ —R —>» —S§ — 00— Si— R
~ \R - HCl 7~ \R
== Si — OH Cl =S -0
=S8 —OH +Cl —§ —R —>» =685 — O — 5§ —R
—_— -3HCl —
= Si — OH Ci =S8 —0

Skupinami R mohou byt nepoldrni alkyly jako methyl, oktyl nebo
oktadecyl. Tyto skupiny mohou nést i stfedné poldrni substituenty
(nitro, kyano, aminoskupiny apod.). Proto lze volit zakotvené fize
rizné polarity.

Pro separaci mdlo poldrnich a nepoldrnich sloZek se pouZije jako
mobilni fize poldrni rozpousiddlo (obvykle voda s pfidavkem
polérnich organickych rozpoustédel jakymi jsou alkoholy, acetonitril,
dioxan, tetrahydrofuran, aceton apod.) a nepoldrnich staciondrnich
fAzi. Nepoldrni zakotvené fdze se oznacuji RP (reversed phases) -
obricené fize, protoZe maji niZ3i polaritu neZ pouZitd mobilni fAze.
Popsany zpusob chromatografie na nich se nazyvd chromatografie na
obricenych fazich. PouZivd se v sou¢asné dobé& velmi hojné. Elu¢ni



sfla mobilni fize tu roste s jeji klesajici polaritou. Retence sloZek roste
rovné? s jejich klesajici polaritou nebo zvétdujici se nepoldrni &4sti
v molekuldch. Separace na obrdcenych fizich se hodi pro ldtky
jakékoliv polarity.

Pro separaci sttedné a mdlo poldrnich latek v systému LLC pouZijeme
jako mobilni fdzi nepoldrni rozpoustédlo, napfiklad uhlovodik
s pfisadou poldarniho rozpoustédla, a jako staciondrni fzi stfedné
polédrn{ zakotvenou fizi. Elu¢ni sila mobilni faze roste s jeji polaritou.

2.2.4.5 lontové - vyménna chromatografie

Staciondrni fazi je méni¢ iontd. Tim je makromolekuldrnf matrice
(polystyren, celulosa, dextran apod.) nesouci vhodné funkéni skupiny
kyselé nebo zdsadité povahy. KaZd4 tato funkéni skupina je pevné
vdzanym' ionteni, na ktery je iontovou vazbou pfipojen protiion
s opa¢nym nébojem. Tento protiion je vyméfiovdn iontem stejného
znaménka nidboje obsaZenym v kapalné fAzi. Pfi tom se uplatfiuji
elektrostatické  pfitazlivé sily mezi ionty opa¢ného ndboje
(Coulombovy sily).

@ (katlon vzorku v mobilnf f4zi) @
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Obr.29 Vyimeéna iontu na povrchu fontomeénice
Tontoménice (ionexy) se déli na

O Anexy, jejich? funkéni skupiny jsou zdsadité (aminoskupiny,
kvarternf amoniové baze) a slouZi k vyméné aniontu.

O Katexy, jejichZ funk&ni skupiny jsou kyselé (sulfoskupiny,
karboxylové skupiny) a slouZi k vyméné kationtd.

Iontoménite maji riznou vyménnou kapacitu, kterou lze vyjadFit
v molech vyménénych jontd na 1 g iontoménice (aZ 3 mmol g).

Mezi riznymi ionty se nejpevnéji vdZe ten ion, kiery ma nejvétsi
niboj a objem. Ion s v&im objemem je méné hydratovan
molekulami vody a hydrataéni obal se snadné&ji naru$f pfi navizini
jontu na jontoméni¢. Z tohoto diivodu se na iontoméni¢ typu katex



lépe viZe draselny neZ sodny kation a ten lépe neZ lithny kation.
Hlinity kation m4 vét3i niboj a proto se vidZe na iontoméni¢ silné&ji
neZ vipenaty nebo dokonce sodny kation. Roli pfi ¥yméné mohou
hrat i jiné faktory. Jako elu¢ni Cinidlo musime pouZit ltku, kterd je
schopna konkurovat iontim navdzanym na iontoméni¢i. V pfipadé
katexd  pouZijeme napfiklad kyselinu methylsirovou nebo
chlorovodikovou, pro anexy hydroxid sodny. Kovové ionty je moZné
separovat i na anexech, kdyZ je pfed tim pfevedeme do zdporné
nabitého komplexu vhodnym komplexotvornym <¢&inidlem. Naopak
anionty schopné tvofit ligandy muZeme separovat na katexech, které
pfed tim nasytime kationtem kovu (napf. Ni**). Tyto fixované kationty
poslouZi jako centrdlni atomy komplex\ vznikajicich pfi separaci
aniontt (ligandovi vyména).

Ptiklady iontoméni¢t doddavanych raznymi vyrobci:

Tontomé&ni¢ Funkéni skupina | Protiion Typ
N @ - .
Amberlite IRA-904 -N (CHJ), Cl anex,.SI’Iné
’ zdsadity
Amberlite IRA-910 —?\J(CHA) ,CH,CH,OH o/l anex,‘si’lné
i zasadity
Dowex MWA-1 —?\IH:. OH anex, slabé
’ zdsadity
Amberlite IR-120 |-SO7 Na® katex, silné
kysely
Duolite C-464 -COO~ - H' katex,
slabé
kysely

lontové vymeénnd chromatografie se nyni &asto pouZivd i pro
organické ldtky - karboxylové kyseliny, aminokyseliny apod. B&Zné
se aplikuje v klasické kolonové chromatografii i za vy3siho tlaku.

K detekci se obvykle pouZivi vodivostnich detektort. Vzhledem
k vysoce vodivému elu¢nimu ¢inidlu by oviem citlivost detektoru na
ionty vzorku byla sniZena. Proto se pfed detektor pfedfazuje zafizeni
potlacujici jejich Wc¢inek (supresor). Toto zafizeni pracuje dvéma
moZnymi zptsoby:

O Chemické potlaceni vlivu ionthi (neutralizace), kdy se po
separaci kationtd zafadi anex v podobé mikromembriny, na
jefimz povrchu se zachyti anion kyseliny a kysely vodik se
neutralizuje uvolnénym hydroxidovym aniontem:



] ]
HCl + ~NR;OH- —» H,O + ~NR3C]'
Aplikace u separace anionti je obdobn4.

O Elektrochemické potlaceni viivu ionti vyuZiva elektrodialyzy
pies iontové vyménné membriny (viz kapitola Membrinové
separace), které oddé&luji katodovy a anodovy prostor a mezi
nimiZ protéka eludt. Pfi separaci anjontli s eludnim ¢&inidlem
hydroxidem sodnym jsou tyto membriny katexové. V anodo-
vém prostoru vznikd elektrolyzou vody kyslik a vodikovy
kation. Kation prostupuje membrinu a v eludtu neutralizuje
hydroxidovy anion. V katodovém prostoru vznikd elektrolyzou
vody vodik a hydroxidovy anion. Sem se dostdv4 z eluitu sodny
kation a jako odpad odchdzi hydroxid sodny. Tim se vlastné
eluéni ¢&inidlo pfevadi do katodového prostoru.

Obdobné pfi separaci kationtt se eluéni Cinidlo (naptiklad
methylsirovd kyselina) dostdvd jako odpad do anodového
prostoru pfes anexovou membrdnu.

4 A 4 B
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Obr.30 Porovnini signdlu detektoru A - bez potlaceni;
B - s potlatenim viivu iontt elucéniho cinidla

2.24.6 Gelova permeadni chromatografie

V gelové permealni chromatografii (GPC) doch4zi k rozdélovéni ldtek
mezi pohyblivou &4st mobilni fize, kterd se nachdzi mezi jednotivymi
zrny gelu (objem V), a nepohyblivou &4st mobilni fize nachazejfcl se
uvnitt péra gelu (V). Jednotlivé molekuly jsou separoviny podle
svych rozméri. Pfi prichodu kolonou jsou molekuly sloZek
zdrZovany v dusledku svého pronikani - permeace do rozpoudtédlem
naplnénych péri. Malé molekuly pronikaji hloub&ji a maji wdfZ vyssi
hodnoty reten&nich objem\ ne2 v&t$i molekuly.



Obr.31 Permeace molekul rizné velikosti do pdru gelu

V GPC platf retenéni rovnice v tomto tvaru: | Vg = Vo + Kp V}

| T retenénf objem

Ky oo, distribuénf konstanta
| PO volny objem kolony
Vo objem pérd gelu

Distribuénf konstanta z4visi na velikosti p6ri gelu a dané l4tce. Velké
molekuly nemohou pronikat do péri gelu. Z toho duivodu je jejich
koncentrace ve staciondrni f4zi nulov4d. Distribuéni konstanta
K= i =0 a proto ¥, = V.. Hovofime o exkluzi molekul sloZky.

Naopak velmi malé molekuly mohou proniknout do libovolné
hloubky péru gelu a nastdv4 totdln{ permeace. Jejich koncentrace ve
volné mobiln{ fizi i uvnitf péri je tedy shodni. K, = 1; Va=V,+ V.

Proto plati pro libovolnou litku: V,< Vi S V,,+ V, . Stane-li se, Ze
zjistime retenénf objem vétsi neZ pfipousti uvedend nerovnost, je to
zplsobeno sou¢asnym uplatnénim jinych mechanismd separace,
naptiklad adsorpce.

RetenZn{ objem souvisi s velikosti molekuly a tim také s jeji relativni
molekulovou hmotnostf M. A a B jsou konstanty pro danou soustavu.

Vrk = A~ B log M,

Gel se voli podle viastnost{ separovanych [4tek. Pro ldtky ve vodé
rozpustné se pouZivaji hydrofilni gely, napfiklad Sephadex (dextran
zesftény epichlorhydrinem). Mobilnf fdzi je voda s pfipadnym
pfidavkem organického rozpoustédla. Pro l4tky nerozpustné ve vodé
se pouZivaji hydrofobni gely. Patfi mezi né& kopolymery styrenu



o prsiasinass sraniILiy

a divinylbenzenu (Styragel). Mobilnfmi fizemi mohou byt aromatic-
ké, chlorované a né&které heterocyklické uhlovodiky. Univerzdini gely
na DA4zi silikagelu a poréznich skel jsou viodné pro separaci
hydrofobnich i hydrofilnich l4tek.

Kolony maji primér az 8 mun a délku v desitkich cm. Pracuje se
s niZ§imi tlaky neZ v rozdélovaci a adsorp&ni HPLC.



